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"Pentasaccharides substitues possedant des proprietes 
biologiques,. leur preparation, .etleurs applications en tant 
que medicaments" 

L* invention est relative a de nouveaux pentasaccharides 
possedant dcs proprietes biologiques leur permettant ; 
notamment de ne controler que certaines etapes ue la coa- 
gulation sanguine, 

Elle a pgalement pour ob i et un procede de synthese 
de derives a structure pentasaccharidique . 

L' invention conccrne, en outre, 1 'application des 
pentasaccharides bioiogiquement actifs en question en tant 
que principes actifs de medicaments. 

Les recherches des inventeurs, qui ont amene a la mise 
au point de 1' invention, portent sur I'obtention, par 
voie de synthese , d ' oligosaccharides coirportant aes motifs 
constitutifs de chalnes hepariniques et presentant une 
activite anti-Xa ( Yin-Wess] er) plus elevee que celle de 
I'hcparinc avec une activite anticoagulante globale 
(mesuree selon le test USP ou APTT) plus faibl^ que celle 
de l'heparine. 

On reppelle que la determination del 1 activite anti-Xa 
selon le test de Yin-Wessler est rapportee par ces 
auteurs dans J\Lab. Chim.Med. 1976, 81,298-300. 

Le test USP est decrit dans "Pharmacopea of 

the United States of America", pages 229-230 (voir egalement 

le deuxione supplement USP-NF, p. 62 et le quatrieme supplement USP_NF, 

p.90, respectivement intitules "Drug substances" et "Dosage forms"). 
Le titre APTT est mcsure selon la methode de J. Caen et 

al. , dans 1 ' hemostase, Expansion scientifique fran^aise, 

Paris, 1968, pages 133-135. 

Les travaux effectues par les inventeurs ont montre 

qu'en realisant la condensation de motifs saccharidiques substitues 

selon une strategie donnee, il etait possible d'obtcnir 

des pentasaccharides d * un interet tout particulier au 

regard de leucs proprietes anticoagulant es specif iques. 


L 1 invention a done pour but de fournir de nouveaux 
pentasaccharides dont la structure de base comports des 
motifs constitutifs des chalnes d'heparine. 

Elle vise egalement un procede d ' obtent i on de composes a 
•stri.ictT.ire pentasaccharidique .svibstituee par voie de synthese, ce qui - 
permet done, selon un av^ntage essentiel de 1 ' invention, 
d'elaborer de tels composes a l'eehelle industrielle et 
avec un degre de purete tres eleve. 

L ' invention vise, en outre, a fournir de.s principes 
actifs ct les medicaments eux-memcs, capables d 1 inhiber 
certains facteurs dels coagulation et tout particul ierement 
le facteur Xa,quand ils -sont presents dans le sang,avec un 
degre de selectivity eleve vis-a-vis d'autres facteurs dont 
le facteur II ce qui est li£ a une trfes faible activite sur 
la coagulation globale . 


Les pentasaccharides de l 1 invention repondent h la for- 
mule (I) 



NHtf OH NHR OR NHR 

dans laquelle 

- les groupes R,identiques ou differents les uns des 
autres, representent un atome d'hydrogene ou un "-ra- 
dical, . physiologiquernent acceptable, de type - R ^ R 2' ^ ans 
lequel R^ represente avantageusement un anion mineral, 
en particulier un groupe SO^~ et represente un cation 
metal! ique, notamment un metal alcalin tel que le sodium 
ou alcal ino-terreux, tel que le calcium ou le magnesium, 
ou uii cation organique tel qu ! un derive de base organique 
azotee, et 


o 


- les substituants" A, identiques ou differents les 
uns des autres, represent ent un atome d'hydrogene, ou 
encore un cation metallique ou un cation organique ^els 
que definsi ci-dessus. 

Dans des pentasaccharides prefexes Lous les 
groupos R sort identiques . entre eux. Dans d" autres 
pentasaccharides, tous les grouped A cont, en outre, 
identiques entre euv. 

Un pentasaccharide de ce type, particulierement 
prefere comporte comme substituants de type R, un groupe 
-S0 3 Na et comme substituants A un groupe Na . 

Ce pentasaccharide repond ainsi a la formule (II) 
suivante 


QSOMc COO/Vq 




NHS0 3 /V a OH 



COONi 


AoA O H 


1 

NHSGLAk 


OSO^Na 



_ v - OS0 3 fla NHSO,^ 


5 


Les pentasaccharides de 1' invention sont, en outre, 
caracterises par des titres Yin-Wessler largement superieurs 
a ceux de l'heparine. Plus specialement, le pentasaccharide 
e formule II est dote d 1 une activite anti-Xa (Yin-Wessler) 
gale ou superieure a 2000 u/mg ; atteignant 2 500 u/mg. 

Dans un t^st utilisant un substrat chromogene, cette 
activite a meme ete de 4000 unites anti Xa/mg (methode de 
TEIEN A.M. et LIE modifiee ; Thrombosis Research No 10 1977 
388-410.) 

Ce test consiste a utiliser le facteur Xa commer- 
cialise par la Societe STGMA en solution a 8 u/ml dans du 
serum physiologique , la concentration du* substrat etant de 
1,33 mM. 
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10 


15 


20 


Pour effectuer ce test, on peut proceder 

de la f agon suivante. 

On melange 10 pi de solution a doser et 
300 pi de plasma humain dilueavec du tampon Tris maleate 
0,02 M, pH 5. 

On laisse incuber une minute a 37 °C. 
On ajoute 100 jul du susdit facteur Xa 
(8 u/ml) et une minute apres on injecte la solution 

obfenue dans le substrat. 

L,' activite anticoagulante qlobale de ces 
produits est tres faible, 4 u/mg dans le test APTT. 

Ces proprietes leur permettent de controler, 
de maniere specifique, certaines etapes de la coagulation 
sanguine . 

L ' etude de ces produits montre qu'ils sont 
capables d'exercer une activite antithrojubotique puis- 
sante et que les risques d'hemorragie sont avantageu- 
sement pratiquement elimines en raison de leur faible 
activite anticoagulante globale. 

Les pentasaccharides de 1 1 invention sont, en 
outre avantageusement depourvus de toxicite. 
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Ces produits sent done pai^ticul ierement preeieux 
pour 1 1 elaboration de medicaments utilisables, notamment, 
pour le traitement des thromboses. 

L 1 invention est done relative a des preparations 
pharmaceut iques qui renferment lesdits pentasaccharides 
a activite anti-Xa elevee. 

Elle est plus particulierement relative a des 
preparations pharmaceutiques depourvues desubstances pyro- 
genes, contenant une quantite efficace ueprincipes actifs 
en association avec des excipients pharmaceutiques . 

Elle concerne egalement les compositions dans les- 
quelles le vehicule pharmaceutique est approprie pour 
1 1 administration par voie orale. Des formes d 1 administra- 
tion de 1 ' invention appropriees pour 1 1 administration par 
voie orale peuvent etre avantageusement des gelules 
gastroresistantee , des comprimes ou tablettes, 
des pilules, ou encore presentees sous forme de liposomes. 

D'autres compositions pharmaceut iques comprennent ces 
pentasaccharides en association avec les excipients appro- 
pries pour 1 1 administration par voie rectale. Des formes 
d ' administration correspondantes sont constitutes par 
des ^uppositoires . 

D'autres formes d ' administration de l 1 invention 
sont constitutes par des aerosols ou despommades. 

L ! invention concerne egalement dos compositions 
pharmaceutiques injectables, steriles ou sterilisables . 

pour administration tant p^r voie intraveineuse, qu'intra- 
musculaire ou sous cutanee. 

Ces solutions renferment avantageusement 1000 a 
lOO OOO u (Yin-Wessler) /ml de pentasaccharides, de 
preference de 5000 a 50 OOO, par exemple de 25 OOO u/ml , 
iorsque ces solutions sont destinees a 1' injection par 
voie sous-cutanee. Elles peuvent contenir, par exemple, 
de 500 a 10 OOO, notamment 5000 u/ml de pentasaccharides 
l?rsqu'clles sont destinees a 1' injection par voie intra- 
veineuse ou par perfusion. 
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Avantageusement , d<= telles preparations pb-rmscen.- 
tiques sent presentees sous 1=? forme de seringues non 
■recuperables, pretes a l'emploi. 

L 1 invention concerne egal ement les compositions 
5 pharmaceutiques contenant lesdits pentasaccharides en 
association avec un autre principe actif, utilisable 
en particulier pour la prophylaxie et le traitement 
de thrombose, tel qu 1 un agent veinotonique comme la 
dihydroergotamine, un sel d'acide nicotinique ou un 
lO agent thrombolytique comme 1' urokinase. 

Les compositions pharmaceutiques de 1 * invention sont 
particulierement adaptees pour le controle (preventif 
ou curatif) de certaines etapes de la coagulation du 
sang chez 1 ' homme ou 1' animal), notamment dans le cas 
IS ou le patient est soumis a des risques d ' hypercoagulabi - 

lite resultant notamment d'operations chirurgicales , 
de processus atheromateux, de d^veloppement de tumeurs 

et de troubles de la coagulation par des activateurs 

bacteriens ou enzymatiques etc.... 


20 


30 


Afin d'illustrer 1' invention, on indique, ci-apre.s, 
un exemple de posologie utilisable chez 1 ' homme : 
cette posologie comprend, par exemple, 1 'administration 
au patient de lOOO a 25 OOO u (Yin et Wessler) par voie 
sous-cutanee, une a troi3 fo±s par Jouj ^ se] on le 

niveau des risques d ■ hypercoagulabili te ou la condition 
thrombotique du patient, ou de lOOO * 2 5COO u/24 heures, 
par voie intraveineuse, en administrations discontinues' 
a intervalles reguliers, ou continues par perfusion, o- 
encore de lOOO a25 OOO u (trois fois P ar semaine) par 
voie intramusculaire ou sous-cutanee (ces titres sont 
exprimes en unites Yin-Wessler) . Ces doses peuvent 
etre naturellement ajustees pour chaque patient 
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en fonction des resultats et des analyses de sang 

effectuees auparavant, la nature des affections dont 

11 souffre et, d ' une maniere generale, son etat de sante 

L' invention se rapporte egalement a 1 ' application 
des pentasaccharides de 1- invention, a la constitution 
de reactifs biologiques, utilisables en laboratoires , 
notamment coran. elements de comparaison pour 1' etude' 
d'autres substances dont on souhaite tester 1 ' activite 
anticoagulante, notamment au niveau de 1 ■ inhibition dn 
facteur Xa et du dosage de 1 • antithrombine III. 

Elle vise egalement 1 ■ application de ces pentasaccha- 
rides en medecine nucleaire, en tant que produits radio- 
pharmaceutiques. Ces produits sont alors marques par des 
traceurs choisis parmi ceux couramment utilises dans 
ce domaine. et notamment a l'aide de technetium 99 m. 

A cet effet, on transforme le technetium 99 m 
obtenu a partir de generateurs du commerce, sous forme 
de pertechnetate desodium de valence 7 non reactif, en 
technetium reduit de valence 4 qui serait la forme la 
plus reactive du technetium. Cette transformation est 
effectuee grace a un systeme reducteur realise a partir 
de sels d • etain (chlorure stanneux) , de sels de fer 
(sulfate ferreux), de sels de titane (trichlorure de ti- 
tane) cu autres sels. 

La plupait du temps, cette simple reduction du 
technetium suf fit, dans' des conditions de pH donnees, 
a realiser la fixation du technetium sur la molecule con- 
sideree . 

On peut utiliser les produits de 1' invention, qui 
constituent en quelque sorte un support, a des doses de 
l'ordre de 100 a 200 u Yin-Wessler. 

Pour 1- elaboration de ces reactifs radiopharmaceu- 
tiques, on peut operer conf ormement a la method" de 
P.V. KULKARNI et al . dans The Journal of Nuclear Medecine 
21, No 2, p. 117-121. 


Les produits ainsi marques sont avantageusement 
utilises dans des tests in vivo pour la detection 
et le diagnostic d ' extension des thromboses et des 
etats thrombotiques . 

Les nouveaux pentasaccharides biologiquement 
actifs de 1 ' invention sont avantageusement obtenus par 
reaction d'un monosaccharide a structure D-glucosamine 
de formule (III) 


lO 


6, O 



(in) 


avec 


15 


un tetrasaccharide forme d'un enchalnement de motifs res- 

pectivement de structure (acide glucuronique) - (D-glucosamine) 

(acide-L-iduroniquej -(D-glucosamine) repondant a la formule 
(IV) 

COOAi 



Dans ces formules : 

-5.1' ^2 et £i representent des groupements de blocage 
des groupes -OH eliminables de maniere a permettre 
d'introduire successivement les substituants desires sur 
20 les motifs sacchar idiques sans que les groupements de 
bloquage restant ne soient affectes, ou de liberer des 
groupes -OH donnes, 
- Z. represente un groupement 
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fonctionnel azote, pfeeiirseur d.'un groupement amine, en 
p»rt.i cu.1 ier un groupe azido ou un groupe benzyloxy- 
carbonyl amino, 

- X represente un atome d'halogene, notamment, du brome 
ou du chlore. 

5 On remarquera que dans les produits de depart 

(IV) toutes les positions sont bloquees, 
excepte "les positions reactives" c ' est-a-dire celles 
qui doivent etre impliquees dans la reaction de glyco- 
sylation. 

10 Ces positions reactives, sur chacun des produits 

de depart, sont alors substitutes par des radicaux 
capables de reagir en permettant 1 ■ etablissement d'une 
liaison glycosidique, et qui sont conpatibles avec les groupments 
de blocage Dans les produits choisis, ces radicaux sont 

15 respectivement constitues par un halogene et un alcool. 

Les groupements de blocage • sont choisis parmi les 
groupements inertes vis-a-vis de la reaction de glycosy- 
lation. 

II s'agit des groupements Z qui permettent le 
20 maintien durant tout le processus de synthese d ' un grou- 
pement azote qui pourra ensuite etre transforme en un 
derive fonctionnel amine* et avantageusement en un sel d'amine. 

Les autres groupements de blocage assurent 
la protection des groupes -OH des differents motifs saccha- 
ridiques des produits de depart. 

Ces groupements sont choisis de maniere a 
permettre d 1 introduir e, de maniere specif ique, 
des substituants donnes sur les motifs sacchar idiques . 
On a alors avantageusement recours a des 
30 groupes de blocage differents, a savoir, B , B , , 
selon le substituanta introduire. 

Les groupes Jg^ , qui protegent des groupes -OH 
destines a etre salifies, en particulier sulfates, sont 
avantageusement constitues par des groupes acyle, en 
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particulier acetyle. Les groupes de blocage B qui 

doivent etre elimines pour liberer les groupes -OH en fin 
deprocessus, sont choisis parmi des groupes inertes durant 
la reaction de sulfatation, et sont avantageusement 
constitues par des groupes benzyle. 

Les groupes permett^nt le blocage des 
groupes carboxyle en position 6. tout au long des etapes 
mises en oeuvre pour 1 ' introduction des divers substi- 
tuants et sont eliminables pour permettre, en particulier, 
d'effectuer une reaction de salification des groupescarbo- 
xyle. L 1 utilisation de radicaux alcoyle, en particulier, 
methyl e,. s'avere a cet egard satisf aisante . 

La reaction de condensation raise en oeuvre dans 
1 ' invention est basee, comme indique ci-dessus, sur la 
reaction d 1 un halogenure et d ' un alcool . 

Cette reaction est avantageusement realisee en ■ rni_ 
lieu, solvant, en particulier dans un solvant organique 
du type du dichloromethane, et en presence de cataly- 
seur, tel que du triflate d' argent et egalement d'un 
accepteur de protons, tel que la sym-collidine . 

Les conditions reactionnelles, en particulier 
concernant la temperature, la duree, la concentration 
en reactifs, sont choisies de maniere a realiser la liai- 
son de glycosylation sans alterer la structure et les subs- 
tituants des dif ferents motifs et seront aisement etablies 
par l'homme de 1 'art pour l'obtention d'un type donne 
de produits. 

Le pentasaccharide forme a 1' issue de cette conden- 
sation est ensuite traite de maniere a eliminer par 
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sequence les groupements de biocage presents et pour 
introduire successivement les groupements fonctionnels 
desires et liberer les fonctions -OH dans des positions 
donnees. 

5 " On procede avantageusement dans une premiere 

etape a 1 ' elimination des groupes B 1 , a 1 'aide, par 
exemple, de soude dans le cas de groupes acetyle, ce qui 
libere les positions -OH corr espondantes qui seront 
ensuite, au cours d'une deuxieme etape, soumises a un 
lO traitement aux fins de sulfatation de ces seules positions. 
Pour introduire un groupe sulfate, on utilise avantageu- 
sement un agent de sulfatation tel qu ' un complexe de 
trimethylamine/SO^ . 

L 1 introduction du cation R 2 desire peut etre no- 
15 tamment realisee a I'aide d'une resine echangeuse d * ions 
comprenant ce cation, ou encore, apres passage sous forme 
acide, par neutralisation avec la base Clu cation. 

Apres 1 1 etape de sulfatation, . on libere les qrou- 
pes -OH de leurs substituants benzyl iques et,en meme +-emps,on transforms 
20 le groupe _Z en groupe amine pa^ hydrogenat ion , par exeniple, sous 
courant d 1 hydrogene , en presence de catalyseur d'hydroge- 
nation,en operant dans des conditions compatibles 
avec le maintien du groupe sulfate en position 6. des 
motifs D-glucosamine . 

Pour disposer de motifs glucosamine comportant 
en position 2_ des groupes azotes fonctionnels, on soumet 
le pentasaccharide obtenu a 1 ' issue de 1 ' etape prece- 
dente a 1' action d'un agent approprie. L ' introduction de 
groupes sulfate est ainsi avantageusement realisee avec 
30 1 'agent de sulfatation trimethylamine/S0 3 " indique 
ci-dessus . 

II apparalt approprie d'effectuer cette 
reaction a pH basique, d ' environ 9 a lO. Pour 
obtenir le sel recherche, on utilise avantageusement une 
35 resine echangeuse d 1 ions contenant le cation que l'on 
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souhaite introduire, ou encore, apres passage sous 
forme acide, on neutralise avec la Dase & u cation. 

Au cours d'une etape supplementaire, les grou- 
pements protecteurs des groupes carboxyl iques sont 
5 elimines en vue de la salification des fonctions acide, 
par exemple, a 1 'aide d'un hydroxyde metaliique. 

Les pentasaccharides intermediaires sont des 
produits nouveaux et en tantque tels entrent egalement 
dans le cadre de 1' invention. 

lO Le tetrasaccharide de formule- IV mis en oeuvre dans la 

reaction de condensation evoquee ci-dessus est avanta- 
geusement obtenu a partir du produit correspondant , mais 
comportant en position reactive (a savoir sur le carbone 
en position 4_ du motif a structure acide uronique) un 

15 groupe de blo*cage temporaire. On designe par ce terme 
un groupe qui permet de proteger provisoir ement un 
groupe - OH destine a etre engage durant le processus de 
synthese dans une reaction de glycosyla tion et non un 
groupe -OH destine a etre libere ou f onctionnal ise . 

20 Ce groupe doit etre choisi parmi ceux compatibles avec 

les autres groupements presents ainsi qu'avec les condi- 
tions mises en oeuvre dans le processus de synthese. 

Un groupe approprie est, par exemple, du type 



monochloracetyle . Mais il est clair que d* autres 

groupements repondant aux exigences ci-dessus peuvent 
etre utilises. 

Selon un mode prefere de realisation du procede 
de 1' invention, le tetrasaccharide comportant le grou- 


pement de bloeage. temporaire ci-dessus est avantageu- 
30 sement obtenu par reaction , d 1 une part d'un disaccha- 
ride de structure (acide giucuronique) - (D-glucosamine) 
repondant a la formule (V) 


- 13 - 


COOAd 



(V) 


10 



avec un disaccharide de structure (D-glucosamine) - (acide 
L-iduronique) repondant a la formule (VI) 


OB* 



(VI) 


Dans ces formulas, les substituants A ^ , , 
B 2 / Z_ et X presentent les significations donnees ci-dessus 
et B 3 un groupement de blocage temporaire tel que 
defini plus haut. 

La reaction de condensation entre ces deux 
disaccharides est avantageusement realisee dans des 
conditions du type de celles utilisees pour la reaction 
du tetrasaccharide de formule (IV) avec le monosaccharide 
de formule (III) . 

Le disaccharide de formule (V) est a son tour 
avantageusement obtenu a partir d'un monosaccharide a 
structure acide uronique de formule (VII) . 

CO OA* 



(VII) 


et d'un monosaccharide a structure D-glucosamine de formule 
(VIII) 



(VIII) 


dans lesquelles A ± , B Bg, X et Z presentent les signifi- 
5 cations donnees ci-dessus. De maniere preferee, les deux 
substituants -0-B 3 dans le derive de formule (VTII) forment 
un pont 1,6-anhydro. 

Le disaccharide resultant de la condensation 
des monosaccharides VHet Vlllest traite, selon les 
lO techniques habituelle S/ pour disposer d ' une seule position 
reactive, a savoir sur le carbone anomere, et introduire 
done un groupe X sur ce carbone. 

Le derive de formule (VIII) est avantageusement 
obtenu a partir du derive .11 , deer it dans la demande de 
15 brevet FR No 82 09392 du 28 mai 1982 au nom de la Daranderesse. qui 
est alors traite selon les techniques classiques de maniere 
a introduire le groupe de bio cage B 3 et le groupe react if x. 

Comme disaccharide de formule V on utilise 
avantageusement un produit tel qu ' obtenu selon le procede 
20decrit dans la demande de brevet FR No 82 01575 du 1.02.1982, 
au nom de la Demanderesse. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaltront dans la description des exemples 


- lb - 

qui suivent et en se reportant aux figures 1 a 4 

qui representent 1 1 exemple du schema reactionnel correspon 

dant aux syntheses decrites dans les exemples. 

Les references numeriques utilisees dans 
ces figures pour les composes sont reprises dans les 
exemples pour designer les mefries composes. 

Les aoreviations utilisees ont les signifi- 
cations suivantes : 

- Ac represente un groupe acetyle, 

- B un groupe benzyl e 

- Me un groupe methyl e 

- MCAO un groupe monochloroacetyle, et 

- Y un groupe -COOB. 
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EXEMPLE 1 : 

Synthese du disaccharide 3 ou (l-bromo-3 , 6-di-Q-acetyl-2- 
azido-4-Q/2 , 3-di-Q-benzyl-4-0-chloroacetyl- g-D-glucopyra- 
nosyl) uronate de methy le/-D-glucopyranose . 
5 Cette synthese comporte : 

A) la preparation du monosaccharide 1_4 ou 
(l-bromo-2 , 3-di-0-benzyl-4-0-chloroacetyl-a-D-glucopy- 
ranos.yl ) uronate de raethyle; 

B) la condensation du compose 14^ avec le mo- 
lO nosaccharide JJ3 conduisant au disaccharide 1; 

C) l'acetolyse du compose 1 conduisant au 
disaccharide 2; et 

D) la branuration du disaccharide 2. pour dormer le derive 3_ 
A) Preparation du monosaccharide 14 

15 Cette synthese est effectuee a partir du mo- 

nosaccharide l6 ou (prop- 1 ' -enyl 2 , 3-di-O-benzyl 

-a-D-glucopyranoside) uronate de methyle, (dont 

Ta synthese est rapportee dans le donande de brevet FR 8209392)par 

1 : chloroacetylation du compose _l^ en position A ; 

20 2 : deblocage du carbone anomere ; 

3 : bromuration du carbone anomere 
1 Chloroacetylation du compose iff conduisant au compo- 
se 17/ a savoir le (prop-1 1 -enyl 2 , 3-di-0-benzyl-4- 
Q-chloroacety 1-a-D-glucopyranoside) uronate de me- 
25 thyle 

On dissout 2,8 g du compose lg dans 30 ml de 
pyridine (6,56 mmoles) . Apres ref roidissement a 0°C, on 
ajoute goutte a goutte 10 ml d'une solution de 2 ml de 
chlorure de chloroacetyle dans 20 ml de dichloromethane . 
30 Apres 30 minutes, on evapore a sec, on reprend le tesidu 
par 200 ml de chloroforme, on lave avec une solution a 
lO % de KE SO^ , puis avec de l'eau,on seche et on con- 
centre. Le sirop obtenu est chromatographic sur gel de 
silice (200 g; eluant AcOEt /hexane; 1/3; v/v) . On ob- 

35 tient ainsi 2,7 g de compose 17 pur sous forme de sirop 

20 

(renderaent 80 %) ; /a/ D = + 2° (c = 1,5; chloroforme). 
L 1 analyse elementaire et le spectre de RMN confirment 
la structure attendue. 


• 
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2) Deblocage du carbone anomere conduisant au compose 
18 ou (2, 3-di-0-benzyl-4-0-chloroacetyl-D-qlucopyra- 
nose) uronate de methyle 

On dissout 2, 7 g (5,3 mmoles) du derive VJ 
5 dans 80 ml d'un melange acetone/eau (5/1; v/v) . De 

l'oxyde mercurique (3,1 g) est ajoute suivi d 1 une solu- 
tion de chlorure mercurique (3,9 g) dans 1' acetone (27 
ml). Apres 5 minutes, les sels sont elimines par filtra- 
tion. Apres concentration a sec, le residu est repris par 

10 du chloroforme. La phase chloroformique est lavee avec 
une solution de KI a 10 % puis avec de l'eau. Apres eva- 
poration, le produit est cristallise dans un melange 
acetate d ' ethyle/hexane . On obtient 2 g d'un solide de 
pf 105-107°C; Z2/£ = " 4,7° (eq, 1; chloroforme). L'a- 

15 nalyse elementaire et 1* etude en RMN confirment la struc- 
ture (rendement 80 %) . 

3) Bromuration du carbone anomere conduisant au compose 
14 ou ( l-bromo-2 , 3-di-0-benzyl-4-0-chloroacetyl-a-D- 
glucopyranosyl) uronate de methyle 

20 On dissout 2 g (4,30 mmoles) du compose 18 

dans 50 ml de dichloromethane . On ajoute 4,8 ml (34,4 

mmoles) de sym-collidine a 0°C suivie de bromure de bro- 

momethy lene dimethyl ammonium (17 mmoles) prepare selon 

HEPBURN D.R. et HUDSON H.R.J. Chem. Soc . Perkin I (1976) 

25 754-757. Apres 4 heures de reaction, le melange est dilue 

par 100 ml de dichloromethane, puis verse dans de l'eau 

glacee. Apres lavage avec de l'eau glacee, le solvant est 

evapore. Apres chromatographic sur gel de silice (20 g; 

eluant hexane/acetate d'ethyle, 2/1; v/v), on obtient 

30 2,06 g de compose 14^ sous forme d'un sirop (rendement 

— 20 

90 %).^a/ D = + 82,5° (c = 1,5; chloroforme ). L ' analyse 
elementaire et 1 1 etude en RMN confirment la structure. 

B) Preparation du disaccharide 1 ou ( 3 , 0-acetyl-l , 6- 

anhydro-2-azido-4-0-V72 , 3-di-0-benzyl-4-Q-chloroace- 
35 tyl-B-D-glucopyranosyl) uronate de methyle/g-D-gluco- 
pyranose . 

Cette synthese est basee sur la condensation <3es 
monosaccharides y ^4 
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A une solution de 870 mg (3,8 mmoles) de com- 
pose ±5 dans le dichloromethane, on ajoute 1 g de drie- 
rite (0,5 g de tamis moleculaires 4 A, en poudre et 
0,525 g de carbonate d' argent fraichement prepare. Apres 
5 2 heures d ' agitation , on ajoute goutte a goutte, a 0°C, 
670 mg (1,3 mmoles) du compose L4. Apres 6 jours, les so- 
lides sont elimines par filtration. Le sirop obtenu apres 
concentration est chromatographic sur gel de silice (50 g; 
eluant : chlorof orme/acetate d'ethyle; 4/1, v/v) . On ob- 

10 tient le disaccharide 1_ sous forme de mousse (4 21 mg; 

20 

50 %) . Ax/^ = - 17° (c = 1; chloroforme) . L'analyse 
elementaire confirme la structure. L ' etude en RMN con- 
firme la configuration g de la liaison interglycosidique. 

C) Preparation des disaccharides de structure 2 par ace- 
15 tolyse du disaccharide 1 

On prepare le disaccharide 2 en soumettant 
le disaccharide JL a une reaction d'acetolyse comme 
suit. 

300 mg du compose 1_ sont dissous dans un me- 
2o lange de 4 ml d' anhydride acetique et de 0,5 ml d'acide 
tr if luoracetique fraichement distille. Le melange reac- 
tionnel est soumis a agitation durant 18 h a 18°C, puis 
evapore a sec et co-evapore avec du toluene. Le residu 
est chromatographic sur une colonne de gel de silice 
25 (15 g) . Par elution avec un melange dichloromethane, 
acetate d'ethyle (19/1, v/v). On recupere 282 mg d'un 
melange d 1 acetates anomeres de structure _2 sous forme 
d'un sirop incolore (rendement 86 %) . Le rapport des 
formes a aux formes 3, determine par analyse par RNM, 
30 est de 4/1. 

Spectre RMN (90 MHz, CDC1 3 ) 

6 : 7,35 (m, 10 H, 2 Ph) ; 6,28 (d, J 2 = 3,5 Hz) ; 

5,56 (d, H^ r J ± 2 = 8,5 Hz) ; 

5,50 (d.de d. , H^, J 2 = 9Hz, J 3 4 = 8,5 Hz) ; 

35 5,15 (d.de d. , H^\ ^ 2 3 : 9 Hz ' J 3 4 = 8,5 Hz) ; 

4,43 (d, 1H, H' 1# J 1 2 ,= 8 Hz); 

3,80 (systeme AB , 2H, Cl-CH 2 -CO) ; 3,75 (s, 3H,COOMe) ; 

3,60 (d.de d. , H^ , J ± 2 z 8 Hz, ^ 2 3 = 9 Hz) ; 
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3,57 (d.de d. , H^, J = 35 Hz, J 2 3 = 9 Kz) ; 
2,25; 2,10; 2,09 (3s, 9 H, 30Ac) 

D) Preparation du disaccharide 3 par bromuration des di- 
saccharides 2 

* 

5 On soumet le melange d' acetates de structure 

2 a l 1 action de TiBr^: On soumet a agitation une solution 
de 140 mg du melange d' acetates 2 dans un melange de 

3 ml de dichloromethane et de 0,3 ml d' acetate d'ethyle 
a 17-l8°C, sous atmosphere d'argon sec, en presence de 

10 140 mg de TiBr^ 2 equivalents) pendant 20 heures. 

Apres ref roidissement a 0°C et dilution avec 30 ml de 
dichloromethane, le melange est lave avec de l'eau gla- 
cee, puis avec une solution aqueuse a 5 % de broraure de 
ootassium et ensuite avec de l'eau et seche sur du sul- 

15 fate de sodium, filtre et evapore. Le residu est chroma- 
tographie sur une colonne de gel de silice (10 g) . Par 
elution avec un melange dichloromethane - acetate d'e- 
thyle (19 : 1, v/v),on recupere, par ordre d'elution : 

- le bromure _3 (74 mg; rendement 50 %) sous 
20 forme d ' un sirop incolore, instable ( imroediatement en- 
gage dans la reaction suivante) ; 

spectre RMN (90 MHz, CDCl 3 ) 

6 : 7,35 (m, 10H, 2Ph) ; 6,38 (d, 1H, H , J ± 2 = 3,5 Hz); 
5,55 (d.de d. , 1H, H , J 2 = 10 Hz, J 3 4 = 8,5 Hz); 

25 5, 15 (t, 1H, H£, J 3 - 4 - = J 4 < , 5 ' = 9 Hz > ' 

4,80 (systeme AB + Is, 4H, 2 0CH 2 P'h) ? 
4,42 (d, 1H, H| , J , 2 , = 7 Hz); 3,79 (systeme AB, 

2H, Cl-CH 2 -CO) ; 
3,7 5 (£, 3H, COOMe) ; 2,24; 2,10 (2s, 61], 20Ac) 

- une fraction (28 mg; rendement 20 %) cor- 
respondant au produit de depart qui n'a pas reagi, 

- une fraction migrant peu correspondant a 
des produits de O-debenzylation partielle. 
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EXEMPLE 2 : 
synthese du tetrasacchar ide 6. 

On prepare le tetrasaccharide _6 en effectuant 
dans 1 ' etape a) la condensation des disacchar ides 3 et 4, 
5 en soumettant au cours de I 1 etape b) le tetrasaccharide 
J5 forme a une reaction selective de -O-demonochloroacety- 
lation en position 4 . Le derive 4. est prepare selon la demande FR 

82 01575. a) Reaction de condensation 

Un melange de 64 mg (80 yM) du bromure 3^ 
lO fraichement prepare, de 51 mg (60 yM) du compose 4_ et de 
80 mg de tamis moleculaire 4 A en poudre dans 1,5 ml de 
dichloroethane anhydre est soumis a agitation durant une 
demi heure a la temperature ambiante, sous atmosphere 
d'argon sec, puis est refroidi a - 20°C- On ajoute suc- 
15 cessivement 20 ml (150 yM) de sym-collidine et 31 mg 
(120 ym) de triflate d' argent. Le melange reactionnel 
est soumis lh. a agitation a - 20°C, puis on laisse la 
temperature remonter vers la temperature ambiante pen- 
dant 15 h. Apres dilution avec 50 ml de dichloromethane , 
20 les solides sont essores et le filtrat est lave avec une 
solution aqueuse glacee d'acide chlorhydrique 1 M puis 
avec de l'eau (deux fois) . On le seche ensuite sur du 
sulfate de sodium, on le filtre puis on evapore. 

Le residu est chromatographic sur une colon- 
ne de gel de silice (8 g, gel 230-400 mesh). L'elution 
par le melange hexane-acetate d'ethyle (4:3, v/v) per- 
met de recuperer 37 mg de tetrasaccharide _5 (rendement 
39 %) sous forme d'un verre incolore. Zi/Q° = + 56 ° (c - 
0,6; CKC1 3 ) ; spectre RMN (90 MHz, CDC1 3 ) 
6: 7,30 (m, 30H, 6Ph) ; 5,41 (d.de d. f 1H, , J 2 „ 3 „ = 

lO Hz, J 3 „ 4 „ = 9 Hz) ; 

5,05 (d.de d., 1H, H- 4 , J3.,, /4III = 9,5 Hz; J^.,^,., = 
8,5 Hz) ; 

5,00 (d, H^, J 2 I, ,2 ,, faible ,recouvrement avec d'autres 
protons) ; 


3,72 (systdme AB + 1 3 , 511, cl-CH-CO et COOMe); 

3,63 ( 3 , 3F, COOMe) , 3 , 20 (d.de d. , 1H, H" j , : 

3,5 Hz, J 2 „ 3 „ : lO Hz) ; 
2,20; 2,11, 2,00 (3s, 12H, 4GAc) . 

Par elution de la colonne avec le melange 
acetate d'ethyle - hexane (2:1, v/v) , on recupere 23 mg 
du produit de depart _4 (rendement 4 4 %) . 

b) Reaction de -O-dechloroacetylation 

Une solution de 36 mg (23 yM) du tetra- 
saccharide _5 dans 1,25 ml d 1 un melange de pyridine et 
0,25 ml d'ethanol absolu est chauffee a 100°C en pre- 
sence de 7 mg (100 yM) de thiouree pendant 20 mn. Apres 
ref roidissement et evaporation a sec, le residu solide 
est repris avec 20 ml d'eau et extrait avec du chloro- 
forme (5 fois 5 ml) . Les phases organiques sont lavees 
avec une solution aqueuse a 10 % d 1 hydrogenosulf ate de 
sodium, avec de l'eau, sechees sur du sulfate de sodium, 
filtrees et evaporees. Le residu est chromatographic sur 
une colonne de gel de silice (3 g) . Par elution avec un 
melange acetate d'ethyle - hexane (3:2, v/v) on obtient 

27 mg du derive j> (rendement 80 %) sous forme d'un verre 

20 

incolore; = + 61° (c = 0,8; chloroforme) ; 

spectre RMN (90 MHz, CDC1 3 , puis D 2Q ) : 

6: 7,30 (m, 30 H, 6 Ph) ; 5,45 (d.de d. , 1H, H^ , J 2 „ „ = 

lO Hz, J 3 „ 4 „ ^ 9Hz) ; 

3,83 (s, 3H, COOMe); 3,67 (s-v 3H , COOMe); 

3,25 (d.de d. ) 1H, H^ , j^, 2 „ ; 3,5 Hz, J 2 „ „ : 10 Hz) ; 

2,75 (1H, OH, echange par D 2Q , OH en 4 /du motif acide uronique: 

2,15; 2,04 (25, 12H, 4 OAc) 
EXEMPLE 3 

Synthese du pentasaccharide .8 ou 

1) On effectue une reaction de condensation entre le 
tetrasaccharide 6. et le monosaccharide ce qui conduit 
au pentasaccharide 8_. 
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lO 


lb 


20 



30 


Un melange de 27 mg (54 yM) de bromure ± 
prepare selon H. PAULSEN und W. STENZEL, Chem. Ber., 
Ill (1978) 2334-2347, de 26 mg (l8yM) du tetrasacchar ide 

o 

6 et de 50 mg de tamis moleculaire 4 A en poudre dans 
0,8 ml de dichloroethane est soumis a agitation durant 
1/2 h la temperature ambiante sous atmosphere d 1 argon 
sec, puis refroidi a - 20 °C. 16 ml (120 yM) de syin-collidine 
e 4 " 26 mg(lCO um) de tr if late d' argent sont aioutes successive - 
ment et le melange reactionnel est soumis a agitation 
pendant 18 h en laissant la temperature remonter lente- 
ment vers la temperature ambiante. 

Apres traitement identique a celui decrit 
pour la preparation de 5, le residu est chromatographic 
sur une colonne de gel de silice (5g, gel 230-400 mesh). 
Par elution avec un melange hexane-acetate d'ethyle 

(4:3, v/v) , on recupere. 30 mg de pentasaccharide 3 sous 

20 

forme d 1 un verre incolore (rendement 90 %). Z^/ D = + 67 ° 
(c 1; chloroforme) . 
Spectre RMN (90 MHz, CDC1 3 ) . 


7,30 (m, 40 H, 8 Ph) ; 5,53 (d, 1H, H^ M , 

3,5 Hz) ; 
5,40 (d.de d;iH,H" J 2 ",3 n : 


11 11 


,2 


nil 


10 Hz, J 


3" ,4 


„ = 9 Hz) ; 


till 

2' 


35 


• 3,76 (s , 3H , COOMe" ) ; 3,61 (5, 34, cooMe) ; 
3,30-3,10 (2 d.de d . recouvr ement, 2H, et H 

J = 3,5 et 10 Hz) ; 
2,10; 2,03; 2 , OO (3s, 15 H, 5 OAc ) 

EXEMPLE 4 : 

Preparation du pentasaccharide 13 : 

On a recours aux etapes suivantes : 

a) d'elimination des groupes acetyle (penta 
saccharide 9.) 

b) de sulfatation des groupes -OH ainsi 
liberes (pentasaccharide IP ) 

c) cl ' hydrogenat ion pour liberer les groupes 
-OH proteges par des groupes benzyle et pour trans 


1 
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former le groupe -N 3 en groupe ~ NH 2 (pentasaccharide 1JJ 

d) de sulfatatinn , des groupes NH 0 (pentasaccha 

ride (JL2) puis saponification des groupes 
-COOMe en position 6 (pentasaccharide 13.) . 

Ces etapes sont realisees comme suit 
a)- elimination des groupes acetyle du 

derive 8. : 

Une solution de 28 mg du pentasaccharide 8 
dans un melange de 2,5 ml de 1 , 2-dimethoxyethane et de 
0,8 ml de methanol est refroidie a 0°C sous agitation. 
On ajoute alors 1 ml d ' une solution 1M de soude, goutte 
a goutte, en 10 ir.n. Le melange reactionnel est soumis a 
agitation lh a 0°C, puis 12 h. a la temperature ambiante. 
Apres refroidissement a 0°C, on ajoute 3 ml decide 

15 chlorhydrique 1M et le melange laiteux est immediatement 
extrait avec du chloroforme (5 fois 5 ml) . Les phases 
organiques sont lavees avec de I'eau, sechees sur du 
sulfate de sodium, filtrees et evaporees. Le residu est 
repris dans 2 ml de methanol et traite par une solution 
2o etheree de diazomethane (exces jusqu'a persistance de 
la coloration jaune) pendant une demi-heure. 

Apres evaporation a sec, le residu est chro- 
matographic Slir une colonne de gel de silice (2 g, gel 
230-400 mesh). L'elution par le melange dichloromethane- 
methanol (15: l r v/v) permet de recuperer 18 mg du penta- 
saccharide j) (rendement 72 %) sous forme d'un verre in- 

— ?o 

colore, l^/^ = + 57° (c = 1; chloroforme); 
Spectre RMN (90 MHz, CDCl^ puis D 2Q ) : 

6: 7,30 (m, 40 H, 8 Ph) ; 5 , SO (d, 1H, J = 3,5 Hz, p. 

d'une unite 2-azido); 3,78 ( «?, 3H, cooMe) ; 
3,28 ( s, 3H, COQMe) ; absence de signaux OAc dans la 
zone 1,50 5 c 2,50. 
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o) sulfatRtion des groupes -OH 

A une solution du compose 9 (22 mg) dans le dimethyl forma- 
mide (O, 5 ml), on ajoute du complexe tr imethylamine/S0 3 
(22 mg, 2,5 eq/OH) . Le melange reactionnel est chauffe a 
50°C durant environ 14 h. On ajoute alors a nouveau du 
complexe trimethylamine/S0 3 (lO mg) et laisse la reaction 
evoluer durant 24 heures. On. ajoute au melange reactionnel 
du methanol (O, 5 ml) et du chloroforme (O, 5 ml) .La solution est 
introduite au sommet d'vne colcnne de Sepha.dex ^uili- 
bree dans un melange CHC1 3 /CH 3 0H (1/1 ; v/v) - Les fractions 
contenant le produit sulfate sent regroupees et le solvant est 
evapore. On obtient ainsi un verre ( 30 mg) . 
Ce verre est ensuite chroma tographie sur gel de silice 
(lO g) dans un solvant constitue de 3 parties du melange 

15 ' ct^^^ate-d 1 Ethylene/pyridine acide acetique/eau, 

(6/2/0,6/1, v/v/v/v) et de 2 parties du melange acetate 
d ' ethyle/pyr idine/acide acetique/eau, (5/b/l/3, v/v/v/v) . 
parties du melange acetate d ' ethyle/pyr idine/acide ace- 
tique/eau, 5/5/1/3, v/v/v/v. 

Les fractions contenant 1^ produit desire sont rassemblees 

et concentrees. Acres evaporation des solvants, le residu 

obtenu est dissous dans du methanol additionne d 1 eau, puis 

passe au travers d 1 une colonne de Dowex 50 W x 4 , Na , 

equilibree dans un melange methanol/eau (50/50, v/v) . 

On obtient ainsi le sel de sodium, 

c) hydrogenction 
Le produit obtenu ci-dessus est dissou^ dans du methanol 

(3,7 ml) additione d 1 eau (O, 3 ml). 

A cette solution, on ajoute le cataiyseur (Pd/C,5%,40 mg) 

30 et on agite sous atmosphere d'hydrogene pendant 5 jours. 

Apres elimination du cataiyseur oar filtration, 1' analyse 

du spectre U.v de la solution oLt enue montre 3a dispa- 

rition totale de 1* absorption due aux groupes bonzyle . Le 

solvant est alors evapore, laissant un residu, a savoir 

35 le compose li. 


20 


d) su-lf a tat. ion • des groupes - NH 2 ; P uis saponi- 
fication des groupes carboxyle. 

Le compose 11 est dissous dans 1 1 eau (4ml). Le pH est 
ensuite ajuste a 9,5 puis on ajoute a la solution du 
complete tr imethylamine/SO^ ( 54 mg) . Le pH est maintenu a 
9,5 pendant toute la duree de la reaction par addition de 
soude O, IN . 

Apres une nuit, on procede a une nouvelle addition d ! agent 
de sulfatation (27 mg) . Une derniere additionest effectuee 
apres 2 4 h. 

Apres 48 h, on ajoute de la soude (3M, 34 miV^u ccmpos^ 12 
forme, puis la 'solution est soumise a agitation pendant 3 heures a 

temperature ambiante de maniere a hydrclyser les 
methylesters des motifs de type acide uronique. 
Le melange reactionnel est ensuite neutralise puis 
concentre jusqu'a un volume d ' environ 2 ml. 
La solution ainsi obtenueest deposee au sommet d ' une 
colonne de Sephadex G 25 (iOO ml) eluee avec de l'eau. 
Les fractions collecteessont analysees par absorption 
UV (206 nm) ct en polarometrie (265 nm) . Les fractions 
presentant une activite optique sont regroupees, le 
solvant est elimine et le residu repris par environ 
2 ml d' eau et lyophiJise. 

On obtient ainsi le derive 13 sous forme de poucre 
blanche (5,6 mg, 2 5% par rapport au produit 9). 

L 1 etude en RUN confirme la structure attendue. 
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- KEVEND ICATION - 


Pentasaccharides caracterises en ce qu'ils 
repondent a la formule (I) suivante : 


OR COOA r OR _QR 



NHfl ^ n NHPt OR NHft 


dans laquelle 

- les groupes R ,identiques ou differents les uns des 
autres, representent un atome d'hydrogene ou un radi- 
cal physiologiquement accepLable.de type - R 1 R 2' dans 
lequel P. ^ represente avar.tageusement un sel mineral,, 
en particulier un groupe SO^~~ et R 2 represente un cation 
metal! ique, notamment un metal alcalin tel que le sodium 
ou alcal ino-terreux, tel que le calcium ou le magnesium, 
ou uii cation organique tel qu'un derive de base organique 
azotee, et 

- les substituants A, identiques ou differents les 
uns des autres, representent un atome d'hydrogene, ou^ 
encore un cation metallique ou un cation organique tels 
que definsi ci-dessus. 
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